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Introduction: La consommation de poissons gras semble diminuer le risque de 
déclin cognitif lors du vieillissement. Cet effet serait potentiellement attribuable à 
deux acides gras oméga-3 concentrés dans le poisson: l'acide
docosahexaénoïque (DHA) et l’acide eicosapentaénoïque (EPA). Cependant, ce 
lien n’est pas valide chez les personnes porteuses du génotype de 
Papolipoprotéine E epsilon 4 (ApoE4), le facteur de risque génétique le plus 
important pour la maladie d’Alzheimer. Ces données suggèrent un débalancement 
dans le métabolisme du DHA chez les porteurs de l’ApoE4. Objectif: Évaluer si le 
polymorphisme de l’ApoE4 débalance le métabolisme d’un traceur DHA marqué au 
carbone 13 (13C-DHA). Méthodologie: Quarante participants de plus de 50 ans 
ont été recrutés. De ce nombre, 14 sont des hommes et 26 sont des femmes. Ils 
ont consommé une dose unique de 50 mg de 13C-DHA afin de suivre son 
métabolisme sur une période de 28 j. L’incorporation plasmatique ainsi que la p- 
oxydation du 13C-DHA ont été suivis à l’aide d’échantillons de plasma et d’haleine 
prélevés avant la prise du 13C-DHA et 1 h, 2 h, 4 h, 6 h, 8 h, 24 h, 7 j, 14 j, 21 j et 
28 j post-consommation. Résultats: 6 participants étaient porteurs de l’ApoE4 et 
34 étaient non-porteurs. L’incorporation plasmatique du C-DHA était 3,7 fois 
moins grande chez les porteurs de l’ApoE4 2 h post-consommation (p = 0,04) et 
1,9 fois moins grande 4 h post-consommation (p = 0,04) comparativement aux 
non-porteurs de l’ApoE4. La p-oxydation du 13C-DHA était 1,8 fois plus grande 
chez les porteurs de l’ApoE4 7 j post-consommation (p = 0,05), 2,4 fois plus 
grande 21 j post-consommation (p = 0,02) et 2,3 fois plus grande 28 j post­
consommation comparativement aux non- porteurs. Discussion/conclusion: Ces 
résultats suggèrent que les porteurs de l’ApoE4 montrent un débalancement dans 
leur métabolisme du 13C-DHA. Ceci pourrait modifier l’apport recommandé en DHA 
chez les porteurs de l’ApoE4 afin que ceux-ci soient protégés contre le déclin 
cognitif par la consommation d’acides gras oméga-3.
Mots clés: EPA, DHA, ApoE4,13C-DHA, lipides, métabolisme, maladie 
d’Alzheimer
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1. Introduction
1.1 Contexte théorique
Depuis plusieurs années, le Canada est aux prises avec un vieillissement 
accéléré de sa population (Statistique Canada 2010). Au cours du vieillissement, le 
risque d’apparition de plusieurs problèmes de santé, notamment d’ordre cognitifs, 
augmente (Hebert et al. 2003). La cognition est définie comme étant l’ensemble 
des activités mentales impliquées dans la relation de l’être humain avec son 
environnement lui permettant d’acquérir et de manipuler des connaissances (Office 
québécois de la langue française 1998).
Le vieillissement est souvent accompagné d’un déclin cognitif non 
pathologique, mais certaines personnes montrent un déclin plus rapide, menant 
dans certains cas au diagnostic d’un trouble pathologique appelé démence 
dégénérative. La démence la plus commune est la maladie d’Alzheimer (MA). Elle 
affecte près de 10 % des adultes de plus de 65 ans et sa prévalence augmente 
avec l’âge (Hebert et al. 2003) (Figure 1.1). La MA est une maladie évolutive du 
cerveau qui porte gravement atteinte à la faculté de penser et à la mémoire 
(Société Alzheimer 2009). À ce jour, aucun médicament n’est disponible pour 
guérir la MA. Certains médicaments visent à ralentir la progression de la MA, 
notamment les inhibiteurs des cholinestérases, mais leur efficacité demeure 
limitée. Il est donc primordial de chercher des stratégies de prévention dans le but 
de prévenir l’apparition de la MA et ainsi préserver la qualité de vie des personnes 
âgée.
Plusieurs facteurs physiologiques, environnementaux et génétiques 
influencent le risque d’être atteint d’un déclin cognitif pathologique. Des facteurs 
physiologiques comme le vieillissement et la présence de diabète de type II 
augmentent le risque de développer un déclin cognitif (Reijmer et al. 2011).
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Figure 1.1 : Prévalence de la maladie d’Alzheimer (MA) selon l’âge dans un 
échantillon de la population américaine. MA sévère (MMSE <9), MA modérée 
(MMSE 10-17) et MA légère (MMSE >18) (tiré de (Hebert et al. 2003)). MMSE : 
Mini Mental State Exam.
3L’alimentation est un facteur environnemental qui peut potentiellement influencer 
le risque de développer un déclin cognitif lors du vieillissement (Morris et al. 2003). 
La consommation d’acides gras trans semble augmenter le risque de développer 
un déclin cognitif alors que la consommation de poisson contenant des acides gras 
polyinsaturés oméga-3 semble être associée à une diminution de ce risque (Morris 
et al. 2003). En effet, plusieurs études épidémiologiques supportent une 
association positive entre la consommation de poisson et la diminution du risque 
de déclin cognitif (Cunnane et al. 2009). Cette diminution serait potentiellement 
attribuable à deux acides gras oméga-3 concentrés dans le poisson : l’acide 
docosahexaénoïque (DHA) et l’acide eicosapentaénoïque (EPA). Le DHA est un 
constituant membranaire concentré dans les phospholipides et contribue à 
augmenter la fluidité membranaire (Litman et al. 2001). Le DHA est concentré 
dans plusieurs tissus, notamment le cerveau et la rétine. Dans le cerveau, le DHA 
est l’acide gras oméga-3 majoritaire et il est essentiel à la maturation et à la 
transmission neuronale (Horrocks et Yeo 1999). Quant à l’EPA, ce dernier est 
précurseur de composés eicosanoïdes anti-inflammatoires, mais il n’est que peu 
présent au cerveau. (Larsson et al. 2004).
La littérature montre que 85% des québécois consomment moins de 500 mg/j 
de DHA et EPA combiné, cette valeur représentant la quantité minimale 
recommandée établie lors d’un congrès de la société Internationale sur l’étude des 
acides gras et des lipides (Lucas et al. 2010). Ainsi, une supplémentation en 
acides gras oméga-3 pourrait être considérée afin de prévenir divers problèmes de 
santé chez ces individus, notamment le déclin cognitif.
D’autres facteurs, notamment d’ordre génétique, influencent le risque de 
développer un déclin cognitif. À ce jour, le polymorphisme de l’apolipoprotéine E z4 
(Apo E4) est reconnu comme étant le facteur de risque génétique le plus important 
associé à la MA (Corder et al. 1993).
41.2 Consommation de poisson ou d’acides gras oméga-3 et déclin cognitif
Plusieurs études longitudinales montrent une association entre la 
consommation de poisson et la diminution du risque de développer un déclin 
cognitif (Cunnane et al. 2009). L’étude Rotterdam montre que la consommation 
d’au moins 18,5 g/j de poisson contribue à diminuer de 70% le risque relatif de 
développer la MA sur une période de suivi de 2,1 années (Kalmijn et al. 1997). 
L’étude des Trois-cités montre que la consommation d’huiles riches en acides gras 
oméga-3 diminue le risque de développer une démence de 54% (Barberger- 
Gateau et al. 2007). L’étude « Chicago Health and Aging Project » (Morris et al.
2003) montre que les gens qui consomment du poisson une fois par semaine ont 
une diminution de leur risque de développer la MA de 60% comparativement aux 
personnes qui consomment peu ou pas de poisson. D’autres études supportent 
cette association (van Gelder et al. 2007, Gao et al. 2011), justifiant la 
consommation de poisson dans la prévention du déclin cognitif. Cependant, ces 
études vérifient la consommation de poisson et d’acides gras oméga-3 à l’aide de 
questionnaires et/ou de niveau d’acides gras oméga-3 plasmatiques. Ces études 
ont une grande puissance statistique, mais elles ne peuvent pas montrer le lien de 
causalité entre la consommation de poisson et la diminution du risque de déclin 
cognitif.
Pour évaluer ce lien, une étude réalisée par Dangour et al. a évalué l’effet 
d’une supplémentation en acides gras oméga-3 sur la cognition. Cette étude à 
double insu réalisée en Angleterre a comparé la cognition entre deux groupes, 
avant et après une supplémentation de 24 mois en acides gras oméga-3 (Dangour 
et al. 2010). Le premier groupe a reçu 200 mg d’EPA et 500 mg de DHA/j pendant 
24 mois tandis que l’autre groupe a reçu de l’huile d’olive pendant 24 mois. Les 
participants n’avaient pas de démence lors de leur inclusion dans l’étude et étaient 
âgés entre 70 et 79 ans. Puisque le vieillissement est généralement accompagné 
d’un déclin cognitif non pathologique, les auteurs ont émis l’hypothèse que le statut 
cognitif des participants du groupe contrôle allait diminuer sur la période de 24 
mois alors que la supplémentation en acides gras oméga-3 pourrait prévenir ce
5déclin. Le principal test cognitif utilisé était le « California Verbal Learning Test ». 
Cependant, aucune détérioration dans le statut cognitif des participants n’a été 
décelée sur la période de 24 mois pour le groupe contrôle et aucune différence 
significative n’a été observé entre les deux interventions. La durée de la 
supplémentation, la dose ainsi que l’absence de problème cognitif chez les 
participants lors de leur inclusion dans l’étude représentent des limitations et 
pourrait expliquer l’absence de différence entre les deux interventions selon les 
auteurs (Dangour et al. 2010). L’étude de van de Rest et al., réalisée en 2008, a 
évalué l’effet d’une supplémentation de 1,8 g/j de EPA + DHA comparativement à 
un placebo contenant de l’acide oléique sur la cognition de participants âgés de 
plus de 65 ans présentant un « Mini Mental State exam » £21, sans diagnostique 
de démence. La supplémentation a durée 26 semaines et les auteurs n’ont trouvé 
aucune différence significative entre les deux groupes (O. van de Rest et al. 2008). 
Cependant, la durée de cette étude était quatre fois plus courte que l’étude de 
Dangour et al. 2010, bien que les doses utilisées étaient environ 2,5 fois plus 
grande. Néanmoins, l’utilisation de participants cognitivement sains représente une 
limitation dans ces études. Ainsi, chez des patients atteints de la MA, une étude 
randomisée à double insu a évalué l’effet d’une supplémentation de 18 mois à 
raison de 2 g/j de DHA comparativement à un placebo identique en apparence 
(huile de soya) (Quinn et al. 2010). La cognition a été évaluée avant et après les 
interventions à l’aide du « Alzheimer’s Disease Assessment Scale » et les auteurs 
n’ont trouvé aucune différence significative entre les deux groupes. Une étude 
réalisée au Japon a évalué l’effet d’une supplémentation de 0,72 g/j de DHA sur la 
cognition de participants atteints de démence vasculaire (Terano et al. 1999). La 
supplémentation a été d’une durée de 12 mois et le groupe consommant du DHA a 
été comparé à un groupe contrôle dans lequel les participants étaient aussi atteints 
d’une démence vasculaire mais ces derniers n’ont pas reçu de supplémentation. 
Les tests cognitifs utilisés étaient le « Mini Mental State exam » et le 
« Hasegawa’s Dementia Rating Scale ». Les auteurs ont noté une différence 
significative entre les deux groupes après 3 et 6 mois de supplémentation. En 
effet, le groupe consommant du DHA a obtenu un meilleur score cognitif au
6« Hasegawa’s Dementia Rating Scale » après 3 et 6 mois de supplémentation 
comparativement aux contrôles.
Ainsi, selon plusieurs études épidémiologiques, il y a une association entre la 
consommation de poisson et une diminution du risque de déclin cognitif lors du 
vieillissement. Cependant ces résultats ne concordent pas toujours avec les 
études randomisées utilisant une supplémentation en acides gras oméga-3. Il est 
possible que l’effet du poisson sur la cognition s’exerce sur plusieurs années et 
que la durée généralement courte (maximum de 2 ans) des études randomisées 
utilisant des supplémentations en acides gras oméga-3 explique, en partie, les 
résultats souvent non significatifs.
Il est aussi important de noter que le poisson contient plusieurs nutriments et 
éléments essentiels, comme par exemple l’iode, le sélénium ou des protéines 
spécifiques au poisson, qui ne sont pas retrouvés dans les suppléments d’acides 
gras oméga-3. Certains de ces éléments, notamment le sélénium, pourraient 
diminuer le risque de développer un déclin cognitif lors du vieillissement (Loef et al. 
2011). En effet, le sélénium a un rôle primordial au niveau cellulaire, 
principalement via son influence de différents facteurs de transcriptions, 
d’hormones et via sa régulation de divers enzymes séléno-dépendantes (Rayman 
et al. 2000, Papp et al. 2007). La contribution la plus importante du sélénium dans 
la prévention de la MA se ferait via ses fonctions antioxydantes (Loef et al. 2011).
Ainsi, bien qu’une supplémentation en acides gras oméga-3 soit associée à 
une amélioration de la cognition dans certaines études randomisées, notamment 
chez des patients atteints de démence vasculaire (Terano et al. 1999), d’autres 
études ne montrent pas d’amélioration cognitive. Il faut donc se montrer prudent 
quant à l’effet des acides gras oméga-3, à eux seuls, sur la cognition.
71.3 Métabolisme des acides gras oméga-3
1.3.1 Synthèse des acides gras oméga-3 dans l’organisme
Les acides gras oméga-3 sont des gras polyinsaturés dont la première double 
liaison se situe entre le troisième et le quatrième carbone à partir de l’extrémité 
méthylique (Figure 1.2). Les acides gras oméga-3 peuvent être d’origine végétale 
ou d’origine marine. L’acide alpha-linolénique (18 :3 n-3, ALA) est le principal acide 
gras oméga-3 d’origine végétale et il est concentré dans la graine de lin (Gebauer 
et al. 2006). L’EPA (20:5 n-3) et le DHA (22:6 n-3) sont des acides gras oméga-3 
d’origine marine. Chez l’humain, la synthèse de l’EPA et du DHA s’effectue à partir 
de l’ALA et implique une suite de réactions enzymatique de désaturations et 
d’élongations (Figure 1.3). Cette synthèse s’effectue dans le réticulum 
endoplasmique des cellules hépatiques.
Plusieurs études ont montré que chez l’humain, la conversion de l’ALA en EPA 
est inférieure à 5 % et la conversion de l’ALA en DHA est inférieure à 0,5 % 
(Plourde et Cunnane 2007). Pour arriver à ces estimations, plusieurs études ont 
utilisés de l’ALA marqué au carbone 13 (13C-ALA) (McCloy et al. 2004, Burdge et 
Wootton 2002, Hussein et al. 2005). Le 13C-ALA est un acide gras identique à 
l’ALA à l’exception que tous ses carbones sont marqués au 13C. Puisque l’isotope 
13 du carbone est un isotope stable et qu’il est plus lourd que l’isotope 12, il est 
possible de suivre le métabolisme des acides gras marqués au 13C in vivo. Le 13C 
possède 7 neutrons et 6 protons comparativement à 6 neutrons et 6 protons pour 
le 12C. Ainsi, il est possible d’administrer oralement le 13C-ALA à des humains et 
de mesurer les concentrations de 13C-EPA et de 13C-DHA dans le sang des 
participants. Une étude a utilisé une dose de 47 mg en moyenne de 13C-ALA et ils 
ont suivi son métabolisme sur une période de 7 j chez 6 femmes. Les auteurs ont 
obtenu une conversion de 1,5 % de l’ALA en EPA et 0,3 % de l’ALA en DHA 
(McCloy et al. 2004).
8OH
OH
EPA DHA
Figure 1.2: Structures chimiques de l’acide docosahexaénoïque (DHA) 
et eicosapentaénoïque (EPA).
A LA
Acide stéaridonique
A -desatutase
20:4 n-3
A -desaturase
DPA (22:5 n-3)
élongase
24:5 n-3
EPA
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A -désaturase 
24:6’ n-3
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Figure 1.3: Schéma de la synthèse de l’acide eicosapentaénoïque (EPA), 
docosapentaénoïque (DPA) et docosahexaénoïque (DHA) à partir de l’acide alpha- 
linolénique (ALA) (tiré de http://themedicalbiochemistrvpaae.org/lipid- 
svnthesis.html).
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Une autre étude a utilisé une dose de 700 mg de 13C-ALA et a suivi ce traceur à 
partir de 24 h post consommation jusqu’à 21 j post consommation chez 6 hommes 
(Burdge et Wootton 2002). Les auteurs ont obtenu une conversion d’ALA en EPA 
de 7,9% et une conversion d’ALA en DHA inférieure à 0,1%. Une autre équipe a 
administré une dose de 400 mg de 13C-ALA à 38 hommes présentant une 
dyslipidémie et ils ont suivi le métabolisme du 13C-ALA sur une période de 14 j. La 
conversion du 13C-ALA en 13C-EPA et en 13C-DHA a été mesurée à 0,03% et 
moins de 0,1% respectivement (Hussein et al. 2005). Il y a donc une quantité très 
limitée d’ALA qui est converti en EPA et en DHA (<1%) alors que la majeure partie 
est dégradé via la p-oxydation (plus de 65% sur une période de 7 j (McCloy et al.
2004)). Cette synthèse limitée de l’EPA et du DHA chez l’humain indique que pour 
élever ses concentrations plasmatiques, l’homme doit consommer ces acides gras 
de façon exogène.
La conversion de l’ALA en EPA et DHA a également été étudiée en utilisant 
une supplémentation en ALA. Les estimations de conversion de l’ALA en EPA et 
en DHA varient beaucoup d’une étude à une autre, mais la plupart des études 
montrent une conversion inférieure à 1% (Cunnane et al. 1995, Nordstrom et al. 
1995, Li et al. 1999). Cependant, la plupart des études de supplémentation en ALA 
utilisaient des doses représentant 5 à 10 fois la consommation quotidienne 
normale, ce qui pourrait avoir comme conséquence d’altérer les processus 
d’élongations et de désaturation menant à la synthèse d’EPA ou de DHA. Ainsi, 
puisque la synthèse du DHA et de l’EPA est limitée chez l’humain et que ces 
acides gras oméga-3 ont un rôle fonctionnel important, un apport nutritionnel est 
recommandé.
1.3.2 Médiateurs lipidiques dérivés du DHA et de l’EPA : résolvines et 
protectines.
Au début des années 2000, l’équipe du Dr. Serhan a caractérisé de nouvelles 
classes de médiateurs lipidiques dérivés du DHA et de l’EPA nommés résolvines
11
et protectines (Serhan et al. 2000). Les résolvines et les protectines ont des 
propriétés anti-inflammatoires.
Les résolvines sont réparties en deux classes appelées série E et série D. Les 
résolvines de la série E sont dérivées de l’EPA (Serhan et al. 2000) alors que 
celles de la série D proviennent du DHA (Hong et al. 2003). Présentement, il existe 
deux résolvines de la série E (E1 et E2). La résolvine E1 est la mieux caractérisée 
et elle est issue de l’acide 18R-hydroxyeicosapentaénoïque, laquelle est 
synthétisée par la cyclooxygénase-2 à partir de l’EPA. Les résolvines de la série D 
proviennent principalement du 17s-hydroperoxy-DHA, lequel est synthétisé à partir 
du DHA via la 15-lipoxygénase. Ces molécules auraient des propriétés anti­
inflammatoires et pourraient être impliquées dans la prévention de diverses 
pathologies. En plus des résolvines de la série D, un autre médiateur lipidique peut 
être synthétisé à partir du DHA, la protectine D1. Cette molécule possède une 
activité immunorégulatoire et anti-inflammatoire et serait impliquée dans la 
prévention de l’apoptose lorsque la cellule est en présence de stress oxidatif 
(Mukherjee et al. 2004). La protectine D1 a par ailleurs montrée un effet protecteur 
dans des modèles animaux de la MA (Lukiw et al. 2005).
Les résolvines et les protectines n’ont pas été analysées dans le présent 
projet. Néanmoins, il est possible que les multiples effets du DHA et de l’EPA au 
cerveau soient associés à leur signalisation lipidique menant à ces résolvines et 
protectines.
1.3.3 p-oxydation des AG oméga-3
Les acides gras oméga-3 sont emmagasinés dans divers tissus, mais ils 
sont aussi utilisés pour la production d’énergie via la p-oxydation. Ce processus 
sert à la production d’énergie à partir des acides gras et la majorité s’effectue dans 
les cellules musculaires et hépatiques (Aberg et al. 2006). Les acides gras sont 
directement p-oxydés dans les mitochondries. La plupart des acides gras à longue 
chaîne, incluant le DHA, sont activés par l’acyl-CoA synthase pour ensuite entrer
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dans la mitochondrie via les transporteurs carnitine-palmitoyl transférase I et II 
situés respectivement sur la surface extérieure et sur la surface intérieure de la 
membrane mitochondriale. L’acyl-CoA subit des cycles de (3-oxydation qui enlèvent 
les carbones deux à deux, menant à la production d’acétyl-CoA. L’acétyl-CoA 
pénètre dans le cycle de l’acide citrique pour y produire du CO2 et de l’adénosine 
triphosphate (ATP) (Tortora et Grabowski 2003). Ce processus sert à fournir 
l’énergie nécessaire au fonctionnement de l’organisme. L’utilisation d’acides gras 
marqués au 13C permet de suivre la p-oxydation pour ainsi mieux caractériser le 
catabolisme des acides gras dans l’organisme.
1.3.4 Rétroconversion apparente des acides gras oméga-3 et recyclage du 
carbone
Il est possible, chez l’humain, de synthétiser des acides gras oméga-3 à 
longue chaîne (EPA, DPA et DHA) à partir de l’ALA (voir section 1.2.1). 
Cependant, certaines études se sont penchées sur la capacité de l’organisme à 
effectuer la synthèse inverse (produire de l’EPA ou de l’ALA à partir du DHA). 
Cette réaction est appelée rétroconversion des acides gras. La rétroconversion 
des acides gras oméga-3 est une réaction réalisée dans les peroxysomes des 
cellules et nécessite l’enzyme A4 enoyl-CoA reductase à l’aide des A3 et A2 enoyl- 
CoA isomérases (Osmundsen et Pedersen 1991). Une étude in vitro a démontré la 
possibilité de rétroconversion du DHA en EPA à partir de cellules hépatiques de 
rats (Gronn et ai. 1991). Ce processus servirait de mécanisme compensatoire 
permettant à l’organisme de synthétiser des acides gras polyinsaturés lorsque leur 
apport exogène est déficient.
La rétroconversion a également été étudiée chez l’humain par deux méthodes 
différentes : à l’aide d’une supplémentation avec de l’huile de poisson et via 
l’utilisation du 13C-DHA. Dans la première étude, 1,62 g de DHA/j a été administré 
à 20 participants en santé (12 végétariens et 8 omnivores) et les concentrations en 
EPA et DHA dans les phospholipides du plasma ont été suivis sur une période de 
6 semaines (Conquer et Holub 1997). La rétroconversion apparente du DHA en 
EPA a été estimé à 9,4% et il n’y avait pas de différence entre les omnivores et les
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végétariens. Dans une autre étude chez le rat et l’humain en parallèle, une dose 
unique de 280 mg de 13C-DHA sous forme de triglycéride a été administrée 
oralement chez l’humain tandis que 3 mg de 13C-DHA a été donné chez le rat 
(Brossard et al. 1996). La somme des concentrations dans les lipides totaux du 
plasma en 13C-EPA et 13C-DPA a atteint 1,4% de la concentration plasmatique 
maximale en 13C-DHA chez l’humain alors qu’elle a atteint 9% chez le rat. Cette 
étude suggère donc une rétroconversion apparente chez l’humain, cependant elle 
est beaucoup plus faible que chez le rat. Cette faible rétroconversion chez l’humain 
est montrée dans une autre étude utilisant le 13C-DHA (Plourde et al. 2011). Les 
auteurs ont administré une dose unique de 50 mg de 13C-DHA à des participants 
jeunes et âgés, en santé. Ils ont suivi le métabolisme du 13C-DHA sur une période 
de 28 j et ont estimé sa rétroconversion à moins de 5% de la dose de 13C-DHA 
administrée.
Cependant, l’apparition d’EPA suite à la consommation de DHA pourrait 
provenir d’un autre mécanisme. Lors du processus de p-oxydation, les carbones 
peuvent être réutilisés dans la synthèse d’autres acides gras. Cette réaction est 
appelée recyclage du carbone (Cunnane et al. 1999). Ainsi, lors de l’analyse de la 
présence de 13C-EPA suite à la prise de 13C-DHA, ce dernier peut provenir de la 
rétroconversion ou du recyclage de 13C provenant de la p-oxydation du 13C-DHA. 
Puisque nous ne connaissons pas l’emplacement du marquage au 13C du 13C- 
EPA, il nous est donc impossible actuellement de savoir si cet acide gras provient 
de la rétroconversion ou du recyclage du carbone.
1.4 Apolipoprotéine E (Apo E)
L’Apo E est une apolipoprotéine membranaire située principalement à la 
surface des lipoprotéines à très faible densité (VLDL) et des lipoprotéines à haute 
densité (HDL). Elle sert de ligand aux récepteurs des lipoprotéines à basse densité 
(LDL) et est essentielle dans le catabolisme des LDL et VLDL riches en 
triglycérides (Singh et al. 2002). Ces lipoprotéines servent de transporteurs du 
cholestérol et des acides gras sous diverses formes comme les triglycérides, les
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phospholipides et les esters de cholestérol. La composition en acides gras diffère 
grandement d’une lipoprotéine à une autre (Skipski et al. 1967) et l’ApoE est 
impliquée dans le relargage des acides gras entre les lipoprotéines et vers les 
tissus périphériques, notamment vers le foie. L’ApoE joue donc un rôle crucial 
dans l’homéostasie lipidique.
Le gène codant pour l’ApoE est situé sur le chromosome 19 et il est composé 
de quatre exons et trois introns, pour un total de 3597 paires de bases. Chez 
l’homme, il existe trois polymorphismes de l’ApoE : e2, e3 et z4 (Eisenberg et al. 
2010). L’allèle c3 est la plus commune dans la population nord-américaine (Bullido 
et al. 1998). L’ApoE4 a la plus grande affinité pour le récepteur LDL, suivi de 
l’ApoE3 et de l’ApoE2 (Rail et al. 1982). Les porteurs de l’ApoE4 présentent des 
concentrations en cholestérol LDL plus élevées comparativement aux porteurs de 
l’ApoE3 (Mahley et al. 2000).
1.4.1 ApoE4 et déclin cognitif
Le polymorphisme de l’ApoE4 est le facteur de risque génétique le plus 
important pour la MA (Corder et al. 1993). La fréquence de ce polymorphisme chez 
les canadiens français a été estimée à 23% (Garenc et al. 2004). Bien que les 
mécanismes expliquant l’association entre le polymorphisme de l’ApoE4 et la MA 
sont encore mal compris, les altérations du métabolisme des lipoprotéines chez les 
porteurs de l’ApoE4 pourraient, en partie, contribuer au risque accru de déclin 
cognitif dans cette population.
1.4.2 Consommation de poisson chez les porteurs de l’ApoE4 et déclin 
cognitif
Puisque les porteurs de l’ApoE4 présentent un risque de déclin cognitif accru 
lors du vieillissement et que la consommation de poisson est associée à une 
diminution du risque de déclin cognitif, des chercheurs se sont penchés sur l’effet 
de la consommation de poisson sur le risque de déclin cognitif chez les porteurs de 
l’ApoE4. Une étude épidémiologique s’est intéressée à l’association entre la
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consommation de poisson et la diminution du risque de développer une démence 
et ce, en fonction du génotype de l’ApoE (Huang et al. 2005). Les auteurs ont 
comparés le risque relatif de développer une démence chez les porteurs de 
l’ApoE4 et les non-porteurs de l’ApoE4 en fonction de leur consommation de 
poisson séparé en quartiles (Q1 : <0,25 consommation de poissons gras par 
semaine, Q2 : 0,25-2 consommation de poissons gras par semaine, Q3 : 2-4 
consommation de poissons gras par semaine et Q4 : £4 consommation de 
poissons gras par semaine). Ils ont noté que la consommation de plus de deux 
portions de poisson gras par semaine diminuait le risque relatif de développer une 
démence et ce, seulement chez les non-porteurs de l’ApoE4 (Huang et al. 2005). 
Par ailleurs, l’équipe du Dr. Whalley a corrélé des scores d’intelligence générale en 
fonction des concentrations en acides gras oméga-3 dans les globules rouges du 
sang chez des humains. L’étude a été effectuée chez des porteurs et non-porteurs 
de l’ApoE4 à l’âge de 11 ans et a été répétée chez les mêmes participants 
lorsqu’ils avaient environ 64 ans (Whalley et al. 2008). Une corrélation significative 
a été trouvée entre les concentrations érythrocytaires en acides gras oméga-3 et le 
score d’intelligence des participants non-porteurs de l’ApoE4. Aucune corrélation 
n’a été trouvée dans le groupe des porteurs de l’ApoE4 (Figure 1.4).
Ainsi, si la consommation de poisson ne diminue pas le risque de déclin cognitif 
chez les porteurs de l’ApoE4 et que les concentrations en acides gras oméga-3 
dans les érythrocytes ne corrèlent pas avec le score d’intelligence dans cette 
population, il serait intéressant d’analyser les concentrations en acides gras 
oméga-3 dans leur sang suite à une supplémentation pour évaluer si elles sont 
différentes des non-porteurs. En effet, la littérature montre que les concentrations 
plasmatiques en DHA corrèlent avec la consommation de DHA dans la diète 
(Castellano et al. 2011). L’équipe du Dr. Plourde a administré une supplémentation 
de 6 semaines à raison de 1,9 g/j de EPA et 1,1 g/j de DHA chez des porteurs et 
non-porteurs de l’ApoE4. Les auteurs ont noté une augmentation significative du % 
d’acides gras oméga-3 dans les lipides totaux du plasma des non-porteurs de 
l’ApoE4 suite à la supplémentation en acides gras oméga-3 alors qu’aucune
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Figure 1.4 : Score d’intelligence générale en fonction du Loge des concentrations 
érythrocytaires en acides gras oméga-3 totaux chez les porteurs et les non- 
porteurs de l’apolipoprotéine E epsilon 4 (ApoE4) (tiré de (Whalley et al. 2008). 
L’abréviation s4 absent signifie non-porteur de l’ApoE4 et e4 présent signifie 
porteur de PApoE4.
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différence n’a été notée chez les porteurs de l’ApoE4 (Plourde et al. données non- 
publiées) (Figure 1.5). Ces résultats montrent une interaction gène-diète entre le 
polymorphisme de l’ApoE4 et le % des acides gras oméga-3 dans les lipides 
totaux du plasma.
L’ensemble de ces observations portent à croire que les porteurs de 
l’ApoE4 pourraient avoir un débalancement dans leur métabolisme des acides gras 
oméga-3. Ce débalancement est caractérisé par un problème d’absorption, de 
transport ou d’utilisation des acides gras oméga-3 chez les porteurs de l’ApoE4 
lorsqu’ils sont comparés aux non-porteurs comme groupe contrôle. Pour mieux 
comprendre cette différence de métabolisme des acides gras oméga-3 entre les 
porteurs de l’ApoE4 et les non-porteurs, l’utilisation d’un traceur oméga-3 marqué 
au 13C serait pertinente afin de suivre l’apparition dans le plasma et la dégradation 
des acides gras oméga-3. Ce traceur permettrait de mieux caractériser le 
débalancement dans le métabolisme des acides gras oméga-3 chez les porteurs 
de l’ApoE4.
1.5 Résumé de la littérature pertinente
Le vieillissement est accompagné d’une augmentation du risque de déclin 
cognitif, lequel peut aussi être influencé par la nutrition et la génétique. En effet, la 
consommation de plus de deux portions de poisson par semaine diminue 
significativement le risque de déclin cognitif. D’autre part, le polymorphisme de 
l’ApoE4 est le facteur de risque génétique le plus important associé au déclin 
cognitif lors du vieillissement et la consommation de poisson ne diminue pas le 
risque d’être atteint d’un déclin cognitif dans cette population. Ceci pourrait être en 
partie le résultat d’un débalancement du métabolisme des acides gras oméga-3 
comme le suggère leur moins grande incorporation dans les lipides plasmatiques 
suite à une supplémentation en huile de poisson. Cependant, cette interaction 
gène-diète est encore mal comprise.
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Figure 1.5 : Pourcentage d’acides gras oméga-3 dans les lipides totaux du plasma 
avant (bandes noires) et après (bandes grises) une supplémentation en acides 
gras oméga-3 chez des porteurs et non-porteurs de l’apolipoprotéine E epsilon 4 
(ApoE4). H  p < 0,05.
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Ainsi, le présent projet de recherche a pour but de mieux comprendre cette 
interaction via l’utilisation d’un traceur de DHA marqué au 13C : le 13C-DHA. 
L’utilisation de ce traceur permettra de suivre le métabolisme du DHA de façon 
précise chez des adultes en santé, porteurs et non-porteurs de l’ApoE4. Puisque 
les porteurs de l’ApoE4 répondent moins bien à une supplémentation en acides 
gras oméga-3 comparativement aux non-porteurs, il est probable que les porteurs 
présentent de moins grandes concentrations de 13C-DHA plasmatique suite à la 
consommation de ce traceur comparativement aux non-porteurs.
1.6 Objectif général du projet de recherche
Évaluer si le polymorphisme de l’ApoE4 engendre un débalancement du 
métabolisme du DHA.
1.6.1 Objectifs spécifiques
1. Évaluer l’incorporation plasmatique du 13C-DHA chez les porteurs et les non- 
porteurs de l’ApoE4 pendant 1 mois.
2. Évaluer la p-oxydation du 13C-DHA chez les porteurs et les non-porteurs de 
l’ApoE4 pendant 1 mois.
1.7 Hypothèses du projet de recherche
Chez les porteurs de l’ApoE4, l’incorporation plasmatique du 13C-DHA est 
plus faible puisque la p-oxydation du 13C-DHA est plus grande 
comparativement aux non-porteurs.
2. Matériel et méthodes
2.1 Recrutement et sélection des participants
Quarante participants ont été recrutés pour participer à l’étude. Les volontaires 
devaient être âgés de plus de 50 ans, sans diagnostic de démence. Les 
volontaires ont été sollicités par des annonces dans les journaux Encrâge et La 
Nouvelle ainsi que par des publicités dans les endroits publics de la région de 
Sherbrooke.
Le recrutement s’est effectué selon les critères d’exclusion suivants :
• Tabagisme
• Malnutrition (évaluée selon les niveaux d’albumine, d’hémoglobine et des 
lipides plasmatiques)
• Prise d’oméga-3 sous forme de capsules (EPA + DHA)
• Problème de déglutition
• Diabète non contrôlé (évalué selon les niveaux de glycémie à jeun et 
d’hémoglobine glyquée)
• Problèmes de la glande thyroïde non-contrôlés
• Problèmes rénaux
• Condition auto-immunitaire chronique
• Inflammation (évaluée selon les niveaux de protéine C-réactive et du 
compte de globules blancs)
• Cancer au cours des 6  derniers mois
• Problème de vision ou d’audition
• Démence
• Abus de drogue ou d’alcool actuel ou passé
• Problèmes psychiatriques et/ou dépression actuel ou passé
• Usage de psychotropes à longue durée d’action
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Le projet a été évalué et accepté par le comité d’éthique de la recherche du 
Centre de santé et de services sociaux -  Institut universitaire de gériatrie de 
Sherbrooke (CSSS-IUGS). Tous les participants ont donné leur consentement 
écrit, libre et éclairé avant de participer à cette étude.
2.2 Visite préliminaire
Les participants intéressés ont été invités à se présenter au Centre de 
recherche sur le vieillissement du CSSS-IUGS au pavillon d’Youville pour prendre 
connaissance du formulaire de consentement et le signer. Le poids et la taille des 
participants ont été mesurés et un questionnaire sur leurs habitudes de vie a été 
administré. Enfin, le statut cognitif des participants a été évalué à l’aide des tests 
« The Montréal cognitive assessment » (Nasreddine et al. 2005) et BUSCHKE 
(O'Connell et Tuokko 2002).
2.3 Présentation générale de l’étude
2.3.1 Description du traceur
Nous avons utilisé un traceur de DHA qui a été suivi métaboliquement 
pendant 1 mois. Tous les carbones de la molécule de DHA étaient marqués au 
13C. Le 13C-DHA a été synthétisé dans le laboratoire du Dr. Anthony Windust 
(NRC, Ottawa, Figure 2.1) et était chimiquement stable et pur à 99,9%. Il a été 
synthétisé à partir de micro-algues qui ont été alimentées exclusivement au 
glucose marqué au 13C (Le et al. 2007) Le 13C-DHA, sous forme d’éthyl-ester, était 
entreposé dans des ampoules individuelles et conservé sous argon pour prévenir 
la peroxydation.
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Figure 2.1: Représentation schématique du traceur d'acide docosahexaénoïque 
marqué au carbone 13 (13C-DHA).
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Après l’ingestion du traceur, le 13C-DHA peut emprunter plusieurs voies 
métaboliques. Il peut être incorporé dans les lipides du plasma et il peut aussi être 
dégradé par p-oxydation. La p-oxydation du 13C-DHA a été mesurée par 
l’apparition de 13C02 dans l’haleine. Des échantillons de sang et d’haleine ont donc 
été prélevés régulièrement au cours de l’étude afin de suivre le 13C-DHA dans le 
sang des participants et sa p-oxydation par les prélèvements d’haleine (Figure 
2 .2).
2.3.2 Étude du traceur 13C-DHA
Le schéma général du déroulement de l’étude est présenté à la figure 2.2. À 
la première journée de l’étude et lors des visites de retour, les participants devaient 
se présenter à jeun le matin. À leur arrivée, le métabolisme de repos des 
participants a été évalué à l’aide d’un appareil de calorimétrie indirecte (CCM/D; 
Medgraphics Corporation, St-louis, Missouri, USA). Ce test était d’une durée de 30 
mins (Dionne et al. 2009) et débutait par l’installation d’un masque étanche aux 
gaz sur le visage du participant. Ce masque était muni d’un filtre et de détecteurs 
de gaz carbonique et d’oxygène pour mesurer la quantité de ces deux gaz rejetés 
lors de l’expiration. À chaque expiration, ces valeurs ont été analysées et 
enregistrées. Après 30 mins, le métabolisme basai du participant a été calculé afin 
d’obtenir la quantité de C02 expiré/h servant aux calculs présentés à la section 
2.6. L’infirmier a par la suite installé un cathéter dans le pli du coude du participant 
pour procéder à la première prise d’haleine et de sang avant le déjeuner (utilisé 
comme valeur de base).
Le déjeuner était identique pour tous les participants et était composé de 
deux rôties, deux cuillères à soupe de beurre d ’arachide, deux cuillères à soupe de 
confiture, 250 ml de jus d’orange ainsi que d’un œuf brouillé. Cinquante mg de 13C- 
DHA a été ajouté sur un des rôties du participant au début du déjeuner. La quantité 
précise de traceur a été mesurée grâce à une seringue de 1 0 0  pl graduée et 
étanche aux gaz (Hamilton, Reno, Nevada, USA). La consommation du 13C-DHA 
correspond au temps zéro.
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Suivi d'un 1 moisA
A  A
Jourl Jour2 Jour 7 Jour 14 Jour 21 Jour 28
|  = Jour 1: Prise du traceur 13C-DHA
A
= échantillons de sang et d'haleine
Jourl
Àjeun
Oh 6h 8 hlh 2 h 4h
A
= déjeuner + traceur (13C-DHA)
= échantillons de sang et 
d'haleine
= Dîner
Figure 2.2 : Représentation du suivi du traceur d’acide docosahexaénoïque 
marqué au carbone 13 (13C-DHA) sur une période de 28 j (A) et lors du jour 1 (B).
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Après la consommation du 13C-DHA, des prises de sang et d’haleine ont été 
prélevées aux temps décrits dans la figure 2.2. Quatre h après avoir consommé le 
13C-DHA, un diner a été offert aux participants et était composé d’un pâté chinois 
congelé ou d’une lasagne congelée accompagné de 250 ml de jus de légume (V8  
avec ou sans sel) et d’une barre tendre aux fruits. Des prises de sang et d’haleine 
ont également été prélevées 24 h après l’ingestion du traceur ainsi qu’après 7, 14, 
21 et 28 j (Figure 2.2).
2.4 Techniques de collecte des échantillons et entreposage
Échantillons de sang :
Les échantillons de sang ont été prélevés avec une seringue jetable de 5 ml 
(Becton Dickinson, Franklin Lakes, New Jersey, USA) pour être ensuite transférés 
dans un tube de 4 ml BD Vacutainer® enduit de K2-EDTA (Becton Dickinson, 
Franklin Lakes, New Jersey, USA) et ont été déposés sur glace. Les tubes de sang 
ont ensuite été centrifugés à 2200 g pendant 10 mins, à 4°C. Le plasma a été 
séparé du reste des constituants du sang et mis en aliquot dans 3 tubes de 0,5 ml 
pour entreposage à -80°C. Du sang entier a également été conservé dans des 
tubes de 0,5 ml à -80°C pour effectuer le génotypage du polymorphisme de 
l’ApoE4.
Échantillons d’haleine :
Les échantillons d’haleine ont été recueillis dans des tubes de 10 ml dans 
lesquels l’air a été préalablement évacué grâce à une pompe à vide (Exetainer, 
Sercon Ltd, Crewe, Cheshire, UK). Les participants devaient expirer de façon 
constante dans un sac perforé doté d’un dispositif en plastique muni d’une aiguille 
(Easysampler, quintron Instrument Company, Milwaukee, Wisconsin, USA) 
permettant d’insérer les tubes vides d’air et de recueillir l’échantillon d’haleine. 
Chaque échantillon d’haleine a été recueilli en duplicata.
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2.5 Techniques analytiques
Les analyses de concentrations d’acides gras ainsi que les analyses d’haleine 
ont été réalisés par le candidat dans les laboratoires du Dr. Cunnane et du Dr. 
Plourde. Les analyses d’enrichissement de 13C dans le plasma et les analyses de 
génotypage ont été effectuées dans le laboratoire du Dr. Brenna et dans le 
laboratoire de la Dr. Vohl, respectivement.
2.5.1 Extraction des lipides plasmatique et analyses
Extraction
Les lipides totaux du plasma ont été extraits à partir de 250 pi de plasma par 
la méthode modifiée de Folch (Folch et al. 1957) mise au point dans notre 
laboratoire (Plourde et al. 2011). Nous avons ajouté 200 pi d’un standard interne 
d’acides gras libres (acide heptadecaénoïque (17 :0)) dilué dans du chloroforme 
avant l’extraction (environ 0,15 mg de 17 :0 par extraction) afin de quantifier les 
acides gras dans le plasma des participants. Par la suite, 10 ml de 
chloroforme/méthanol ( 2  :1 v/v) ont été ajoutés au mélange de plasma et de 
standard interne. La solution a été mélangée et entreposée dans le noir pendant 1 
h. Deux ml d’une solution d’eau avec du NaCI (0,9% (m/v)) ont été ajoutés à la 
solution. Par la suite, le mélange a été centrifugé à température pièce pendant 10 
mins à 277 g. La phase organique a été recueillie et a été filtrée à travers des 
filtres Whatman (No 1004 090, Whatman, Maidstone, UK) afin d’éliminer les 
résidus de protéines.
Saponification
La plupart des acides gras contenus dans le plasma se retrouvent sous la 
forme d’esters de cholestérol, de triglycérides ou de phospholipides. Les acides 
gras ont été séparés de leur groupement porteur et des autres composants 
lipophiles présents dans le plasma. Le chloroforme qui contient les lipides totaux a 
été évaporé sous azote dans un bain chauffant à 40°C pour permettre d’accélérer
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l’évaporation et 3 ml de KOH/méthanol (1M) ont été ajoutés aux lipides totaux pour 
procéder à la saponification. Cette étape a servi à former des sels d’acides gras à 
l’aide d’une substitution alkaline. L’azote gazeux a été ajouté dans l’espace de tête 
des tubes afin de limiter la peroxydation des échantillons au cours de la réaction 
de saponification. Les tubes ont été chauffés à 90°C pendant 1 h.
Les sels d’acides gras, solubles dans l’eau, ont été séparés des autres 
composés lipidiques présents dans le plasma tel que le cholestérol. Pour procéder 
à cette séparation, 2 ml de saline (0,9%) et 5 ml d’hexane ont été ajoutés et les 
tubes ont été centrifugés à la température de la pièce pendant 4 mins à 300 g. Par 
la suite, 300 pi d’acide chlorhydrique concentré (11,65 M) ont été ajoutés à la 
phase aqueuse pour substituer l’ion potassium sur les sels d’acides gras par un 
hydrogène pour former des acides gras libres. Cinq ml d’hexane ont été ajoutés 
pour solubiliser les acides gras libres et les échantillons ont été centrifugés à la 
température de la pièce pendant 4 mins à 300 g. La phase contenant l’extrait 
d’acides gras libres a été récupérée et séchée sous jet d’azote.
Méthylation
La méthylation a pour but de former des esters méthyliques d’acides gras 
(EMAG) afin de diminuer le point d’ébullition des acides gras et les rendre ainsi 
plus volatiles pour l’analyse par chromatographie à phase gazeuse (GC). Cette 
étape est essentielle puisqu’il est nécessaire d’augmenter la volatilité des acides 
gras afin de diminuer la température requise pour leur évaporation afin qu’ils soient 
analysés par GC. Trois ml de trifluorure de bore dans du méthanol (14%) (Sigma 
Chemical, St-Louis, Missouri, USA) ont été ajoutés aux acides gras libres séchés. 
La réaction chimique de méthylation a été effectué à 90°C pendant 30 mins dans 
des tubes ayant été préalablement remplis d’azote afin de limiter la peroxidation 
lors du chauffage. L’extraction des EMAG a été effectuée par l’ajout de 5 ml 
d’hexane puis de 2 ml de saline (0,9%). Après centrifugation de 4 mins à la 
température de la pièce à 300 g, la phase organique a été prélevée et transférée 
dans un tube de 5 ml et entreposée sous azote au congélateur à -20°C jusqu’à 
l’analyse.
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Analyses par chromatoaraphie en phase gazeuse
Les EMAG ont été concentrés pour atteindre une concentration d’environ 0,3 
mg/ml et déposés dans des vials de 2 ml en prévision de l’analyse. Un GC Agilent 
6890 (Palo Alto, Can) a été utilisé. L’injection automatique a été effectuée à 250°C 
et la pression dans la chambre d’injection était de 233 kPa à 50°C. La température 
dans la colonne (BPX70, 50 m x 0,25 mm x 0,25 pm, SGE, Folsom, Can) a été 
réglée à 50°C pendant 2 mins pour ensuite augmenter de 20°C par minute jusqu’à 
170°C et maintenue à cette température pendant 15 mins. La température a par la 
suite augmenté de 5°C par minute jusqu’à 210°C et maintenue à cette température 
pendant 7 mins. La détection des EMAG a été effectuée par un détecteur à 
ionisation de flamme à 250°C. Les EMAG ont ensuite été identifiés à l’aide de 
standards externes d’acides gras (NuChek 6 8 A, NuChek 455, NuChek Prep, Inc., 
Elysian, MN) en comparant les temps de rétentions des acides gras des standards 
avec les acides gras contenus dans le plasma. Pour l’identification des acides gras 
saturés, un standard externe a été préparé au laboratoire.
Analyses par GC couplée à un spectromètre de masse à ratio isotopique (GC-IR- 
MS).
Afin d’évaluer la concentration de 13C-DHA dans le plasma des participants, 
des analyses par GC-IR-MS ont été effectuées par le Dr J Thomas Brenna à 
l’Université Cornell, USA. L’équipe du Dr Brenna a analysé le 13C dans les acides 
gras plasmatiques permettant ainsi de calculer l’incorporation du 13C-DHA dans le 
plasma. Pour ce faire, les EMAG provenant de notre laboratoire ont été séparés 
par chromatographie en phase gazeuse pour ensuite être analysés par IR-MS 
(Sacks et al. 2007). Les résultats obtenus suite aux analyses par IR-MS ont permis 
de quantifier la quantité de 13C dans divers acides gras du plasma des participants. 
Les résultats ont été fournis en ratio 13C/12C. Les échantillons ont été transportés 
vers l’Université Cornell dans des vials à GC conservés dans des boites sur glace 
sèche. Les envois ont été faits à l’aide d’un technicien qualifié en transport des 
matériaux dangereux de l’Université de Sherbrooke.
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2.5.2 Analyse des échantillons d’haleine
Excès de 13C dans l’haleine
L’enrichissement en 13C du CO2 de l’haleine a été mesuré par spectromètre 
de masse à ratio isotopique (IR-MS, 20-20 stable isotope analyser, Sercon Ltd, 
Crewe, Cheshire, UK). L’analyse s’effectue à partir de 2,5 ml d’haleine. 
L’échantillon se déplace dans une colonne (ayant de l’hélium comme gaz porteur) 
permettant la séparation des principaux constituants de l’haleine en fonction de 
leur masse (Azote, Oxygène, Gaz Carbonique). Le gaz carbonique sortant de la 
colonne a par la suite été ionisé par un filament pour ensuite se déplacer dans une 
chambre magnétisée par un électro-aimant. Le CO2 ionisé a été dévié sous l’effet 
du champ magnétique pour atteindre un détecteur et a été ensuite quantifié. 
Puisque le 13C02 est plus lourd que le 12C0 2 , il a été dévié moins rapidement par 
le champ magnétique pour atteindre un deuxième détecteur positionné plus loin de 
la source d’ionisation que le premier. Ce système a permis de quantifier le ratio 
13C02/12C02.
2.6 Calculs d’enrichissement isotopique
L’enrichissement en 13C dans le CO2 et dans les acides gras (pour les 
analyses plasmatiques) a été présenté sous la forme de delta au-dessus du niveau 
de base. Ceci représente l’écart entre le delta à un point d’intérêt et le delta au 
temps 0, avant la prise du 13C-DHA.
Pourcentage atomique
. . .  1 0 0  Pourcentage atomique (%) = —-j-.--------------------
(^ £ ^  + l)*>3C +1 
1000 f
13Cref. = 0,0112372 et représente le pourcentage de 13C /  12C retrouvé normalement 
dans la nature.
Delta : Cette valeur représente l’enrichissement en 13C dans le CO2 (pour les 
analyses d’haleine) et dans les acides gras (pour les analyses plasmatiques). Le
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delta est représenté par un ratio de 13C sur 12C déterminé selon un gaz de 
référence.
Pourcentage de la dose récupéré (PDR)
a p f* vcoPDR (% par h) = ----------  , 2-------- * 1 0 0 %
mmol de C ad min istré 
mmol de 13C administré =
----------— — —— DHA---------- * pureté chimique 13C  -  DHA * nombre de l3C  par DHA
poids moléculaire 13C  -  DHA
Le VCO2 (mmol/h) a été déterminé par calorimétrie indirecte (Section 2.3.2).
Pourcentage d’atome en excès (APE) = Différence entre le pourcentage atomique 
à un point d’intérêt et le pourcentage atomique au temps 0. Puisque le 13C 
représente environ 1 % du carbone présent dans l’organisme, la valeur de 
pourcentage atomique obtenue au temps 0  a servie de niveau de base pour le 
calcul d’APE.
Oxydation cumulative
Pour chaque participant, les mesures de 13C 0 2 ont été obtenues à des points 
fixes dans le temps et non en continu. Afin d’avoir une approximation de la quantité 
totale de 13C-DHA éliminée par l’haleine des participants pendant l’étude, la 
meilleure approximation de l’oxydation cumulative se fait en faisant l’intégrale de 
toutes les valeurs de PDR (McCloy et al. 2004). En effet, le PDR est exprimé en % 
de la dose récupérée / h alors l’intégrale de la courbe du PDR entre le temps 0 et 
le point d’intérêt donne un pourcentage de la dose totale récupérée.
Enrichissement isotopique du DHA dans le plasma
mg D H A * 1000000
nmol de 13C-DHA/ ml de plasma = A P E * — —  --------— —  -----  — - ----- ——
ml plasma* Poids moléculaire DHA
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APE = Différence entre le pourcentage atomique à un point d’intérêt et le 
pourcentage atomique au temps 0 .
Les valeurs de mg de DHA/ml de plasma ont été obtenues à l’aide des 
résultats de chromatographie en phase gazeuse. Le poids moléculaire du DHA est 
en g / mol. Pour les analyses d’incorporation du 13C dans d’autres acides gras, la 
même formule a été utilisée, cependant les valeurs de DHA ont été remplacées 
par les valeurs de l’acide gras d’intérêt. Pour les acides gras dans lesquelles il y a 
eu peu d’enrichissement au 13C, certains résultats d’APE étaient négatifs, c’est-à- 
dire que le pourcentage atomique de l’acide gras calculé à un point dans le temps 
après la consommation du 13C-DHA était inférieur à la valeur de base calculée au 
temps 0. Ces résultats ont été standardisés à 0 puisqu’il est biochimiquement 
improbable que l’enrichissement au 13C dans les acides gras diminue suite à 
l’administration d’un traceur 13C-DHA.
2.7 Génotypage de l’ApoE
L’ADN des participants a été extrait à partir de 200 pl de sang entier (QIAmp 
DNA blood Mini Kit, Qiagen, Valencia, California, USA). Les concentrations d’ADN 
de chaque échantillon ont été quantifiées par absorbance à une longueur d’onde 
de 260 nm. Afin d’obtenir le fragment d’intérêt du gène ApoE des participants, une 
réaction en chaîne par polymérase (PCR) a été utilisée. Le génotype de l’ApoE 
nécessite deux sites de restrictions distincts aux positions 112 et 158 sur la 
protéine précurseur de l’ApoE. Les porteurs de l’ApoE3 présentent une cystéine à 
la position 112 et une arginine à la position 158. Les porteurs de l’ApoE4 
présentent des arginines aux positions 112 et 158 alors que les porteurs de 
l’ApoE2 présentent des cystéines aux positions 112 et 158. Le fragment utilisé 
contenant ces deux sites de restrictions est d’une longueur de 244 paires de 
bases. La séquence des amorces (Integrated DNA technologies, San Diego, USA) 
utilisées pour le PCR était :
5’-ACAGAATTCGCCCCGGCCTGGTACAC-3’
5’-TAAGCTTGGCACGGCTGTCCAAGGA-3’
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Le programme de température du thermocycleur (Perkin Elmer GeneAmp PCR 
System 2400) débutait par la dénaturation de l’ADN à 95°C pendant 5 mins et était 
suivie de 30 cycles selon les paramètres suivants : 95°C pendant 30 secondes 
pour la dénaturation de IADN, 60°C pendant 30 secondes pour la liaison des 
amorces à l’ADN et 70°C pendant 1 min pour l’extension des brins d’ADN. Suivant 
le 30lème cycle, une extension finale de 4 mins était réalisée à 70°C (Hixson et 
Vernier 1990). Le fragment d’intérêt amplifié a ensuite été digéré par l’enzyme de 
restriction Hha\ (NEB N0267L, USA) révélant des profils de digestions différents 
selon le génotype de l’ApoE. Les échantillons d’ADN digérés ont été déposés sur 
un gel de polyacrylamide 8 % (1,5 mm d’épaisseur et 25 cm de long) et ont migré 
pendant 3 h à ampérage constant (45 mA) (Hixson et Vernier 1990). La révélation 
des bandes a été réalisée à l’aide du bromure d’éthidium et les patrons de 
digestion des fragments d’ADN ont été comparés aux patrons de digestion connus 
pour les différents génotypes de l’ApoE (Hixson et Vernier 1990). Ces analyses ont 
été réalisées dans le laboratoire du professeur Marie-Claude Vohl à l’Université 
Laval par le professionnel de recherche Alain Houde. Le candidat s’est rendu dans 
ce laboratoire pour apprendre la technique.
2.8 Analyses statistiques
Puisque le nombre de porteurs de l’ApoE4 était inférieur à 10, des tests non 
paramétriques de Mann-Whitney U ont été utilisés pour comparer les valeurs de 
PDR, d’oxydation cumulative et d’incorporation plasmatique du 13C-DHA entre les 
porteurs de l’ApoE4 et les non-porteurs à chaque point. Les analyses ont été 
effectuées avec le logiciel SPSS 13.0 (Chicago, Illinois, USA). La variabilité des 
données est présentée sous forme de moyenne ± SEM (« erreur standard par 
rapport à la moyenne »). Les différences étaient considérées significatives lorsque 
p < 0,05.
3. Résultats
3.1 Caractéristiques de base des participants.
Le tableau 1 montre les caractéristiques de base des participants. Au total, 40 
participants ont complété l’étude. De ce nombre, 34 étaient non-porteurs de 
l’ApoE4 et 6  était hétérozygotes pour l’ApoE4. Cinq participants avaient le 
génotype e4/s3 et un participant avait le génotype e4/e2. Les graphiques présentés 
dans cette section n’ont pas tous le même nombre de porteurs et non-porteurs de 
l’ApoE4 puisque certains résultats n’ont pas été obtenus en raison des limites de 
détection des appareils. Les porteurs de l’ApoE4 avaient en moyenne 68,0 ± 3,3 
ans comparativement à 72,4 ±1 ,5  ans chez les non-porteurs de l’ApoE4 lors de 
leur inclusion dans l’étude. Cette différence n’était pas significative. Le ratio 
hommes/femmes était de 2/4 chez les porteurs de l’ApoE4 et 12/22 chez les non- 
porteurs de l’ApoE4. Les valeurs d’indice de masse corporelle (IMC), 
d’hémoglobine H1Ac, de glucose, de thyréostimuline, de cholestérol total, de 
cholestérol HDL, de cholestérol LDL et de protéine C-réactive (CRP) n’étaient pas 
différentes entre les deux groupes au début de l’étude et leurs moyennes se 
situaient dans les barèmes acceptables considérant l’âge moyen des participants 
(Tableau 1 ).
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Tableau 1 : Caractéristiques de base des participants
Total 
(n = 40)
ApoE4+ 
(n = 6 )
ApoE4- 
(n = 34)
P
Âge (années) 71,7 ±1,4 68,0 ± 3,3 72,4 ± 1,5 0,35
Ratio hommes/femmes 14/26 2/4 1 2 / 2 2
IMC (kg/m2) 27,5 ± 0,7 29,3 ±2,3 27,2 ± 0,7 0,57
Hémoglobine H1Ac (%) 5,8 ±0,1 6 , 0  ± 0 , 2 5,8 ±0,1 0 , 2 1
Glucose (mmol/l) 4,8 ±0,1 5,1 ±0,4 4,7 ±0,1 0,72
TSH (ml)l/l) 1,9 ±0,2 1,9 ±0,2 1,9 ±0,2 0,25
Cholestérol total (mmol/l) 4,9 ±0,1 4,9 ± 0,4 4,9 ±0,1 0,82
HDL cholestérol (mmol/l) 1,4 ±0,1 1,3 ±0,2 1,4 ±0,1 0,57
LDL cholestérol (mmol/l) 2 , 8  ± 0 ,1 2,6 ± 0,5 2 , 8  ± 0 ,1 0,42
CRP (mg/l) 3,5 ±0,6 3,1 ± 1,6 3,6 ± 0,7 0,40
Moyenne ± SEM; protéine C-réactive (CRP); lipoprotéine de haute densité (HDL); 
indice de masse corporelle (IMC); lipoprotéine de basse densité (LDL); 
thyréostimuline (TSH). Les porteurs de l’apolipoprotéine E epsilon 4 (ApoE4) sont 
représentés par ApoE4+ et les non-porteurs par ApoE4-.
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3.2 Profils en acides gras des participants.
3.2.1 Concentrations en EPA et DHA dans les lipides totaux du plasma des 
participants lors de leur entrée dans l’étude.
Au temps zéro, les concentrations d’EPA dans les lipides totaux du plasma 
chez les porteurs de l’ApoE4 étaient de 3,6 ± 0,4 mg/dl comparativement à 3,5 ± 
0,3 mg/dl chez les non- porteurs (non significatif, tableau 2). Les concentrations en 
DHA dans les lipides totaux du plasma étaient de 7,3 ± 0,9 mg/dl chez les porteurs 
de IApoE4 comparativement à 6,0 ± 0,4 mg/dl chez les non-porteurs (non 
significatif, tableau 2). Les concentrations des principaux acides gras retrouvés 
dans les lipides totaux du plasma des participants sont également présentées dans 
le tableau 2. Aucune différence significative n’a été observée entre les porteurs et 
les non-porteurs de l’ApoE4, et ce, pour tous les acides gras.
3.2.2 Concentrations des principaux acides gras oméga-3 dans les lipides 
totaux du plasma chez les participants pendant l’étude.
Les concentrations de EPA, de DHA, de ALA et de DPA dans les lipides 
totaux du plasma pour tous les points de l’étude sont représentées à la figure 3.1 
en mg/dl en fonction du temps. Les concentrations sont demeurées similaires entre 
chaque point et aucune différence significative n’a été notée entre les porteurs de 
l’ApoE4 et les non-porteurs pour ces quatre acides gras oméga-3.
Les concentrations des acides gras 14:0, 16:0, 16:1 n-7, 18:0, 18:1 n-7, 18:1 
n-9, 18:2 n- 6  et 20:4 n- 6  dans les lipides totaux du plasma sont représentées aux 
figures 3.2 et 3.3 en mg/dl en fonction du temps. Les concentrations sont 
demeurées similaires entre chaque point et aucune différence significative n’a été 
notée entre les porteurs de l’ApoE4 et les non-porteurs pour ces acides gras.
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Tableau 2: Concentrations des acides gras dans les lipides totaux du plasma 
(mg/dl) des participants au début de l’étude.
Total 
(n = 40)
ApoE4+ 
(n = 6 )
ApoE4- 
(n = 34) P
14:0 4,0 ± 0,4 4,6 ± 1,0 4,0 ±0,4 0,63
16:0 86,1 ±4,1 102,5 ± 16,7 83,2 ± 3,8 0,36
16:1 n-7 9,9 ±0,9 12,3 ±3,7 9,4 ±0,8 0,52
18:0 25,2 ± 0,8 28,6 ± 3,4 24,6 ± 0,8 0,31
18:1 n-9 87,0 ± 5,0 113,0 ±23,1 82,4 ± 4,0 0,29
18:1 n-7 6,4 ± 0,4 8,4 ±1,9 6,1 ±0,3 0,45
18:2 n- 6 108,5 ±4,4 111,3 ±4,3 108,0 ±5,2 0,31
20:3 n- 6 5,7 ± 0,3 6,4 ±1,1 5,6 ± 0,3 0,65
20:4 n- 6 25,9 ± 1,1 28,2 ± 2 , 1 25,4 ±1,3 0,43
ALA 3,4 ± 0,2 3,6 ± 0,4 3,4 ± 0,3 0,37
EPA 3,5 ±0,3 3,6 ± 0,4 3,5 ±0,3 0,76
DPA 1,9 ± 0,1 2 , 0  ± 0 , 2 1,9 ±0,1 0,35
DHA 6,2 ± 0,4 7,3 ±0,9 6,0 ± 0,4 0 , 2 0
TOTAL 377,6 ± 14,8 430,9 ± 50,6 368,2 ± 14,8 0,36
Moyenne ± SEM; acide alpha-linolénique (ALA); acide docosahexaénoïque (DHA); 
acide eicosapentaénoïque (EPA); acide docosapentaénoïque (DPA). Les porteurs 
de l’apolipoprotéine E epsilon 4 (ApoE4) sont représentés par ApoE4+ et les non- 
porteurs par ApoE4-.
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Figure 3.1 : Concentrations des acides alpha-linolénique (ALA),
docosahexaénoïque (DHA), acide eicosapentaénoïque (EPA) et 
docosapentaénoïque (DPA) dans les lipides totaux du plasma des participants en 
fonction du temps. Les porteurs de l’apolipoprotéine E epsilon 4 (ApoE4) sont 
représentés par les triangles blancs (n = 6 ) et les non-porteurs sont représentés 
par les carrés noirs (n = 34). Moyenne ± SEM.
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Figure 3.2 : Concentrations des acides gras 14:0, 16:0 et 18:0 dans les lipides 
totaux du plasma des participants en fonction du temps. Les porteurs de 
l’apolipoprotéine E epsilon 4 (ApoE4) sont représentés par les triangles blancs (n = 
6 ) et les non-porteurs sont représentés par les carrés noirs (n = 34). Moyenne ± 
SEM.
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Figure 3.3 : Concentrations des acides gras 20:4 n-6 , 18:2 n-6 , 18:1 n-9, 16:1 n-7 
et 18:1 n-7 dans les lipides totaux du plasma des participants en fonction du 
temps. Les porteurs de l’apolipoprotéine E epsilon 4 (ApoE4) sont représentés par 
les triangles blancs (n = 6 ) et les non-porteurs sont représentés par les carrés 
noirs (n = 34). Moyenne ± SEM
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3.3 Résultats plasmatiques du 13C-DHA.
3.3.1 Incorporation du 13C-DHA dans les lipides totaux du plasma chez les 
participants en fonction du temps.
La figure 3.4 montre l’incorporation du 13C-DHA dans les lipides totaux du 
plasma entre les porteurs de l’ApoE4 et les non-porteurs. La concentration de 13C- 
DHA dans les lipides totaux du plasma était 3,7 fois plus grande chez les non- 
porteurs de l’ApoE4 comparativement aux porteurs, et ce, 2 h post-consommation 
du 13C-DHA (1,19 nmol/ml chez les non-porteurs de l’ApoE4 vs 0,32 nmol/ml chez 
les porteurs, p = 0,04) et 1,9 fois plus 4 h post-consommation du 13C-DHA (1,95 
nmol/ml chez les non-porteurs de l’ApoE4 vs 1,05 nmol/ml chez les porteurs, p = 
0,04). La concentration plasmatique du 13C-DHA a atteint un maximum 6  h post­
consommation et elle est revenue au niveau de base après 28 j. Le graphique du 
bas de la figure 3.4 montre l’aire sous la courbe de l’incorporation du 13C-DHA 
dans les lipides totaux du plasma entre les porteurs de l’ApoE4 et les non-porteurs. 
L’aire sous la courbe de la concentration de 13C-DHA dans les lipides totaux du 
plasma était 2 fois plus grande chez les non-porteurs de l’ApoE4 comparativement 
aux porteurs et ce 4 h post-consommation du 13C-DHA (3,88 nmol/ml chez les non- 
porteurs de l’ApoE4 vs 1,93 nmol/ml chez les porteurs, p = 0,04) et 1,8 fois plus 6  
h post-consommation du 13C-DHA (7,87 nmol/ml chez les non-porteurs de l’ApoE4 
vs 4,48 nmol/ml chez les porteurs, p = 0,04).
Les concentrations du 13C-DHA dans les lipides totaux du plasma ont été 
ensuite comparées entre les hommes et les femmes (Figure 3.5). Aucune 
différence significative n'a été notée entre les deux groupes, et ce, pour tous les 
points. L’aire sous la courbe des concentrations du 13C-DHA dans les lipides totaux 
du plasma entre les hommes et les femmes est aussi présentée à la figure 3.5. 
Aucune différence significative n’a été notée entre les deux groupes, et ce, pour 
tous les points.
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Figure 3.4: Concentrations de l’acide docosahexaénoïque marqué au carbone 13 
(13C-DHA) dans les lipides totaux du plasma des participants en fonction du temps 
(haut) et aire sous la courbe des concentrations de 13C-DHA en fonction du temps 
(bas). Les porteurs de l’apolipoprotéine E epsilon 4 (ApoE4) sont représentés par 
les triangles blancs (n = 6 ) et les non-porteurs sont représentés par les carrés 
noirs (n = 30). Moyenne ± SEM. (*) p < 0,05.
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Figure 3.5: Concentrations de l’acide docosahexaénoïque marqué au carbone 
13 (13C-DHA) dans les lipides totaux du plasma des participants en fonction du 
temps (haut) et aire sous la courbe des concentrations de C-DHA en fonction 
du temps (bas) entre les hommes et les femmes. Les hommes sont 
représentés par les cercles noirs (n = 1 0 ) et les femmes sont représentées par 
les losanges blancs (n = 26). Moyenne ± SEM.
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3.3.2 Rétroconversion apparente du 13C-DHA en 13C-EPA, 13C-DPA et 13C- 
ALA.
La figure 3.6 montre les concentrations de 13C-EPA, 13C-DPA et 13C-ALA en 
fonction du temps suite à la consommation du 13C-DHA. Contrairement au 13C- 
DHA qui se retrouve en concentration maximale 6  h suivant sa consommation 
(Figure 3.4), les concentrations de 13C-EPA dans les lipides totaux du plasma 
augmentent graduellement pour atteindre un maximum 24 h après la 
consommation du 13C-DHA. Cependant, aucune différence significative n’a été 
observée entre les porteurs de l’ApoE4 et les non-porteurs.
Les concentrations de 13C-DPA ont atteint leur maximum 8  h post­
consommation du 13C-DHA (Figure 3.6) tandis que les concentrations de 13C-ALA 
sont demeurées similaires pendant le suivi (Figure 3.6) et aucune différence 
significative n’a été notée entre les porteurs de l’ApoE4 et les non-porteurs.
Les concentrations totales de 13C-EPA + 13C-DPA + 13C-ALA dans les lipides 
totaux du plasma des participants ont atteint un maximum de 0,027 nmol/ml 24 h 
après la consommation du 13C-DHA ce qui représente 1,3% de la concentration 
maximale du 13C-DHA.
3.3.3 Enrichissement isotopique du 16:0 et du 18:0 suivant la 
consommation du 13C-DHA.
Les concentrations de 13C-16:0 et de 13C-18:0 sont représentées en fonction 
du temps à la figure 3.7. Ces concentrations sont demeurées similaires entre 
chaque point et aucune différence n’a été trouvée entre les porteurs de l’ApoE4 et 
les non-porteurs.
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Figure 3.6 : Rétroconversion apparente de l’acide docosahexaénoïque marqué au 
carbone 13 (13C-DHA), en acide alpha-linolénique marqué au carbone 13 (13C- 
ALA), en acide docosapentaénoïque marqué au carbone 13 (13C-DPA) et en acide 
eicosapentaénoïque marqué au carbone 13 (13C-EPA) dans les lipides totaux du 
plasma des participants en fonction du temps. Les porteurs de l’apolipoprotéine E 
epsilon 4 (ApoE4) sont représentés par les triangles blancs (n = 6 , sauf pour 13C- 
ALA, n = 4) et les non-porteurs sont représentés par les carrés noirs (n = 30, sauf
13,pour JC-ALA, n = 22). Moyenne ± SEM
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Figure 3.7 : Concentrations de 16:0 marqué au carbone 13 (13C-16:0) et de 18:0 
marqué au carbone 13 (13C-18:0) dans les lipides totaux du plasma en fonction du 
temps. Les porteurs de l’apolipoprotéine E epsilon 4 (ApoE4) sont représentés par 
les triangles blancs (n = 6 ) et les non-porteurs sont représentés par les carrés 
noirs (n = 30). Moyenne ± SEM
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3.4 p-oxydation du 13C-DHA.
3.4.1 Pourcentage de la dose de 13C-DHA/h expirée sur une période de 28 j.
La Figure 3.8 montre le % de 13C-DHA/h retrouvé sous forme de 13C0 2  dans 
l’haleine des porteurs de l’ApoE4 et des non-porteurs en fonction du temps. Le % 
de 13C-DHA/h a atteint un maximum 6  h après la consommation du 13C-DHA chez 
les porteurs de l’ApoE4 comparativement à 4 h post-consommation chez les non- 
porteurs. Cependant, aucune différence significative n’a été retrouvée entre les 
deux groupes, et ce, pour tous les points.
La figure 3.9 montre le % de 13C-DHA/h retrouvé en fonction du temps entre 
les hommes et les femmes inclus dans l’étude. Le % de 13C-DHA/h a atteint un 
maximum 4 h après la consommation du 13C-DHA. Aucune différence significative 
n’a été retrouvée entre les deux groupes, et ce, pour tous les points.
3.4.2 p-oxydation cumulative du 13C-DHA chez les participants en fonction 
du temps.
La p-oxydation du 13C-DHA est présenté en fonction du temps chez les 
porteurs de l’ApoE4 et les non-porteurs et des différences significatives ont été 
notées entre les deux groupes (Figure 3.10). En effet, les porteurs de l’ApoE4 ont 
une p-oxydation du 13C-DHA 1,8 fois plus grande que les non-porteurs 7 j post­
consommation du 13C-DHA (21 % chez les porteurs de l’ApoE4 vs 12 % chez les 
non-porteurs, p = 0,048), 2,4 fois plus grande 21 j post-consommation (49 % chez 
les porteurs de l’ApoE4 vs 21 % chez les non-porteurs, p = 0,02) et 2,3 fois plus 
grande 28 j post-consommation (61 % chez les porteurs de l’ApoE4 vs 27 % chez 
les non- porteurs, p = 0,03). Ainsi, la moitié de la dose de 13C-DHA a été p-oxydée 
après environ 22 j chez les porteurs de l’ApoE4 alors qu’après 28 j, seulement 
27% du 13C-DHA a été p-oxydé chez les non-porteurs.
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Figure 3.8 : Pourcentage de l’acide docosahexaénoïque marqué au carbone 13 
(1X-DHA) retrouvé sous forme de dioxyde de carbone marqué au carbone 13 
(13CC>2) dans l’haleine des participants en fonction du temps. Les porteurs de 
l’apolipoprotéine E epsilon 4 (ApoE4) sont représentés par les triangles blancs (n = 
6 ) et les non-porteurs sont représentés par les carrés noirs (n = 34). Moyenne ± 
SEM.
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Figure 3.9: Pourcentage de l’acide docosahexaénoïque marqué au carbone 13 
(13C-DHA) retrouvé sous forme de dioxyde de carbone marqué au carbone 13 
(13C02) dans l’haleine des participants en fonction du temps entre les hommes et 
les femmes. Les hommes sont représentés par les cercles noirs (n = 14) et les 
femmes sont représentées par les losanges blancs (n = 26). Moyenne ± SEM.
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Figure 3.10 : Oxydation cumulative de l’acide docosahexaénoïque marqué au 
carbone 13 (13C-DHA) en fonction du temps. Les porteurs de l’apolipoprotéine E 
epsilon 4 (ApoE4) sont représentés par les triangles blancs (n = 6 ) et les non- 
porteurs sont représentés par les carrés noirs (n = 34). Moyenne ± SEM. (*) p < 
0,05.
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Aucune différence significative de p-oxydation cumulative n’a été notée entre 
les hommes et les femmes, et ce, pour tous les points (Figure 3.11). La p- 
oxydation cumulative a atteint 37,7% chez les femmes comparativement à 22,6% 
chez les hommes après 28 j, mais cette différence n’était pas significative (Figure 
3.11).
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Figure 3.11 : Oxydation cumulative de l’acide docosahexaénoïque marqué au 
carbone 13 (13C-DHA) en fonction du temps entre les hommes et les femmes. Les 
hommes sont représentés par les cercles noirs (n = 14) et les femmes sont 
représentées par les losanges blancs (n = 26). Moyenne ± SEM.
4. Discussion et conclusion
4.1 Discussion
Rappel de l’objectif et des principaux résultats.
L’objectif de ce projet était d’évaluer si le polymorphisme de l’ApoE4 engendre 
un débalancement dans le métabolisme du DHA. En effet, puisque les porteurs de 
l’ApoE4 répondent moins bien à une supplémentation en acides gras oméga-3 
comparativement aux non-porteurs (Plourde et al. 2009), il est probable que ce soit 
en partie causé par un débalancement dans le métabolisme des acides gras 
oméga-3, notamment du DHA (supporté par les figures 3.4 et 3.10). Nous avons 
trouvé que, suite à l’administration du 13C-DHA, les porteurs de l’ApoE4 avaient 3,7 
fois moins de 13C-DHA dans les lipides totaux de leur plasma 2 h post­
consommation et 1,9 fois moins 4 h post-consommation comparativement aux 
non-porteurs. Ces résultats concordent avec l’hypothèse initiale et pourraient être 
expliqués par plusieurs facteurs.
ApoE : rôle et implications.
Premièrement, l’ApoE joue un rôle clé dans le transport et le métabolisme des 
lipoprotéines qui transportent la majorité des acides gras (Hooijmans et al. 2008). 
Dans le plasma, l’ApoE est une protéine des VLDL et des HDL et elle sert de 
ligand aux récepteurs LDL. Elle joue un rôle crucial dans l’endocytose des 
lipoprotéines vers le foie, notamment des VLDL (Mahley et al. 1999). Puisque les 
lipoprotéines transportent la majeure partie des acides gras, un débalancement 
dans la clairance plasmatique des lipoprotéines pourrait engendrer un dérèglement 
dans le relargage des acides gras vers les tissus périphériques, notamment le foie 
et le tissu adipeux. Lorsque les niveaux plasmatiques d’ApoE sont élevés, la 
lipolyse des VLDL est diminuée (Huang et al. 1999). Or, la littérature rapporte que 
les porteurs de l’ApoE4 ont des concentrations plasmatiques en ApoE inférieures 
aux non-porteurs (Bahri et al. 2008). Ainsi, cette diminution de la concentration
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d’ApoE pourrait engendrer une diminution de clairance des VLDL et une 
augmentation de lipolyse, menant à une augmentation transitoire des LDL 
plasmatiques. Ainsi, cette différence pourrait créer un débalancement dans les 
concentrations plasmatiques du DHA.
De plus, la structure de l’ApoE4 diffère des autres ApoE ce qui pourrait causer 
une différence d’affinité pour ses divers récepteurs (Rail et al. 1982) et aussi 
contribuer à un débalancement dans le métabolisme lipidique. Des études ont 
évalué l’affinité de l’ApoE avec le récepteur LDL, et ce, selon l’isoforme de l’ApoE. 
Il a été montré que l’ApoE3 et l’ApoE4 ont une affinité similaire pour le récepteur 
LDL alors que l’ApoE2 montre une affinité grandement diminuée (Lund-Katz et al. 
2001). Cependant, les porteurs de l’ApoE4 présentent des concentrations en LDL 
supérieures aux porteurs de l’ApoE3, suggérant une association préférentielle de 
l’ApoE4 pour les VLDL comparativement à l’ApoE3, qui se retrouve 
préférentiellement à la surface des HDL (Weisgraber K.H. 1994). Ces différences 
pourraient donc expliquer, en partie, les changements homéostatiques des 
lipoprotéines selon le génotype de l’ApoE et ainsi expliquer les différences de 
métabolisme du 13C-DHA entre les porteurs et les non-porteurs de l’ApoE4. De 
plus, les concentrations en ApoE peuvent varier en fonction du génotype de 
l’ApoE. Il serait donc intéressant, dans un projet futur, de mesurer les 
concentrations en ApoE dans le plasma de porteurs comparativement aux non- 
porteurs de l’ApoE4. Ceci permettrait ainsi d’évaluer si cette différence potentielle 
de concentration en ApoE dans le plasma, selon le génotype, pourrait permettre de 
mieux expliquer le débalancement dans le métabolisme du DHA chez les porteurs 
de l’ApoE4.
P-oxydation du 13C-DHA.
Un autre élément qui pourrait contribuer à ces différences de concentrations de 
13C-DHA dans le plasma entre les porteurs et les non-porteurs de l’ApoE4 est la p- 
oxydation. En effet, une plus grande p-oxydation pourrait expliquer de plus faibles 
concentrations plasmatiques de 13C-DHA chez les porteurs de l’ApoE4
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comparativement aux non-porteurs. Puisque l’ApoE4 altère la clairance des 
lipoprotéines plasmatiques vers le foie comparativement aux autres ApoE et que 
cet organe est responsable d’une grande partie de la p-oxydation des acides gras, 
les porteurs de l’ApoE4 pourraient présenter une p-oxydation différente des non- 
porteurs. La p-oxydation cumulative du 13C-DHA était 1,8 fois plus grande 7 j post­
consommation, 2,4 fois plus grande 21 j post-consommation et 2,3 fois plus grande 
28 j post-consommation chez les porteurs de l’ApoE4 comparativement aux non- 
porteurs (Figure 3.10). Ainsi, les porteurs de l’ApoE4 ont moins de 13C-DHA dans 
le plasma post-consommation comparativement aux non-porteurs et ceci se traduit 
par une plus grande p-oxydation cumulative après 7, 21 et 28 j. Ces résultats 
concordent avec l’hypothèse initiale, mais les mécanismes qui pourraient expliquer 
ce phénomène ne sont pas clairs. Il est possible que la quantité de 13C-DHA 
accessible pour la p-oxydation dans le foie soit plus grande chez les porteurs de 
l’ApoE4 à cause de leur plus faible clairance hépatique de DHA, ce qui pourrait 
résulter en une p-oxydation accrue et expliquer les concentrations de 13C-DHA 
plus faibles dans les lipides totaux du plasma des porteurs de l’ApoE4 
comparativement aux non-porteurs. De plus, il est possible que l’activité 
enzymatique de la p-oxydation soit plus élevée chez les porteurs de l’ApoE4, ce 
qui entraînerait une augmentation de la quantité de 13C-DHA oxydé en fonction du 
temps. L’activité des transporteurs carnitine- palmitoyl transférase I et II, essentiels 
à l’entrée des acides gras à longue chaîne dans la mitochondrie pour permettre la 
p-oxydation pourrait aussi être altérée chez les porteurs de l’ApoE4. À ce jour, il 
n’y a pas de littérature qui soutient ces hypothèses. Il serait donc intéressant 
d’utiliser des modèles animaux porteurs de l’ApoE4 et de les comparer avec des 
porteurs de l’ApoE3. L’activité des transporteurs carnitine-palmitoyl transférase I et 
Il ainsi que des enzymes de la p-oxydation pourraient être dosés directement dans 
le foie, suite à l’administration d’une diète riche en acides gras oméga-3. Ceci 
permettrait de mieux comprendre les mécanismes responsables du 
débalancement dans le métabolisme du DHA chez les porteurs de l’ApoE4. 
Cependant, la littérature montre que le métabolisme des acides gras oméga-3
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diffère entre les animaux et les humains (Brassard et al. 1996). Il serait donc 
difficile de tirer des conclusions claires.
La p-oxydation cumulative du 13C-DHA 24 h suivant son administration a été 
évaluée à environ 4,5 % dans cette étude (Figures 3.10 et 3.11). Cette valeur est 
inférieure aux estimations de p-oxydation d’autres acides gras dans la littérature 
(18:1 n-9: 29 %, 18:2 n-6 : 21 % et ALA: 31 % (McCloy et al. 2004). Ces résultats 
de p-oxydation limitée du DHA chez l’humain montrent que l’organisme de 
personnes qui ne consomment pas de supplément d’acides gras oméga-3 a 
tendance à conserver la majeure partie du DHA consommé. Ceci est 
potentiellement relié à l’importance structurelle du DHA dans les membranes 
cellulaires de plusieurs organes, mais aussi au rôle du DHA dans la signalisation 
lipidique intra et extracellulaire via la production de résolvines et de protectines.
Métabolisme des acides gras polyinsaturés : comparaison entre les hommes 
et les femmes.
La littérature montre des différences dans le métabolisme des acides gras 
polyinsaturés à longue chaîne entre les hommes et les femmes, notamment pour 
le 20:4 n- 6  et le DHA. Ces différences pourraient être en partie liées aux 
concentrations d’hormones sexuelles (Decsi et al. 2011). Une étude a montré que 
l’estradiol, un estrogène, influence l’activité des transporteurs d’acides gras libres 
CD36 (Tepavcevic et al. 2011). Les femmes ont des niveaux d’estradiol 
significativement supérieurs aux hommes, ce qui pourrait donc avoir un effet sur 
leur métabolisme lipidique. Les résultats obtenus dans ce projet ne montrent pas 
de différence significative dans le métabolisme du 13C-DHA entre les hommes et 
les femmes, tant au niveau plasmatique qu’au niveau de la p-oxydation (Figures
3.5 et 3.11). Puisque le vieillissement affecte les concentrations d’hormones 
sexuelles et que la moyenne d’âge dans cette étude est de 71,7 ± 8 . 8  ans, il est 
possible que cela explique l’absence de différence entre les hommes et les 
femmes. En effet, chez les femmes, les niveaux d’estradiol diminuent 
considérablement après la ménopause. Il serait donc intéressant d’évaluer le
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métabolisme du 13C-DHA entre les hommes et les femmes, mais en utilisant des 
groupes plus jeunes. Si les estrogènes sont associés à une altération du 
métabolisme des acides gras oméga-3, ce serait une variable confondante 
importante à considérer dans de futures études.
Rétroconversion apparente du 13C-DHA et enrichissement en 13C des 
acides gras des participants.
Les concentrations en 13C-EPA, 13C-DPA, 13C-ALA, 13C-16:0 et 13C-18:0 ont 
été analysés en fonction du temps et comparées entre les porteurs et les non- 
porteurs de l’ApoE4. Aucune différence significative n’a été notée entre les deux 
groupes (Figures 3.6 et 3.7). Seules les concentrations plasmatiques de 13C-EPA 
ont augmenté suite à l’administration de 13C-DHA, suggérant la présence d’une 
rétroconversion du 13C-DHA en 13C-EPA. Ces résultats montrent que les 
concentrations maximales de 13C-EPA ont été observées 24 h après la 
consommation du 13C-DHA alors que les concentrations maximales en 13C-DHA 
sont retrouvées 6  h post-consommation. L’EPA peut provenir de deux sources; soit 
de la rétroconversion du DHA en EPA ou du recyclage du carbone qui est ajouté à 
l’ALA via l’élongation et la désaturation. Ainsi, si le 13C-DHA était rétroconverti en 
13C-EPA, tous les carbones de l’EPA seraient marqués au 13C. Par contre, si l’EPA 
provient de l’ALA, seuls deux carbones seraient des 13C. Pour confirmer l’origine 
du 13C-EPA, il faudrait donc déterminer l’emplacement des carbones marqués au 
13C. Il est également possible que l’augmentation en 13C-EPA dans les lipides 
totaux du plasma provienne de ces deux phénomènes simultanément.
Retour sur les caractéristiques de base des participants.
Les porteurs de l’ApoE4 et les non-porteurs ont été comparés selon leur bilan 
sanguin, leur âge et leur IMC lors de leur visite de pré-sélection. Le profil en acides 
gras plasmatiques a aussi été compilé et comparé entre les deux groupes à 
chaque point. Plusieurs études suggèrent une influence du génotype de l’ApoE sur 
les niveaux de cholestérol circulant (Garry et al. 1999, Wehr et al. 2000). Une 
étude réalisée chez des européens a montré des concentrations 1 0 % plus élevées
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en cholestérol total et 20% plus élevées en cholestérol LDL chez les porteurs de 
l’ApoE4 comparativement aux non-porteurs (Giltay et al. 2009). Les résultats dans 
ce projet ne montrent pas de différence dans les concentrations du cholestérol 
total, HDL et LDL entre les porteurs et les non-porteurs de l’ApoE4. Cependant, les 
médicaments de la classe des statines n’étaient pas un critère d'exclusion et cinq 
des six porteurs de l’ApoE4 en consommaient. Les statines ont pour effet de 
diminuer la production de cholestérol plasmatique et pourrait expliquer l’absence 
de différence dans les niveaux de cholestérol plasmatiques entre les deux 
groupes. Il n’y avait pas d’intéraction entre la CRP et le génotype de l’ApoE bien 
que des études montrent cette association (Hubacek J et al. 2010). Le faible 
nombre de porteurs de l’ApoE4 peut possiblement expliquer cette absence de 
différence.
Les concentrations en acides gras oméga-3 dans les lipides totaux du plasma 
étaient similaires entre les porteurs et les non-porteurs de l’ApoE4. En effet, les 
résultats de DHA, d’EPA, de DPA et d’ALA n’étaient pas différents entre les 
porteurs et les non-porteurs de l’ApoE4, et ce, tout au long de l’étude (Figure 3.1). 
Ainsi, le métabolisme du 13C-DHA est débalancé chez les porteurs de l’ApoE4, 
cependant les concentrations plasmatiques en acides gras oméga-3 ne diffèrent 
pas entre les porteurs de l’ApoE4 et les non-porteurs. Les participants de cette 
étude consommaient de faibles quantités de poisson gras avant d’être inclus dans 
l’étude. Il est possible que cette absence de différence dans les concentrations en 
acides gras oméga-3 soit due à la faible consommation en EPA et en DHA chez 
les participants. En effet, la figure 1.5 montre que les porteurs de l’ApoE4 
répondent moins bien à une supplémentation en acides gras oméga-3 que les non- 
porteurs, mais le % d’acides gras oméga-3 ne diffère pas entre les porteurs et les 
non-porteurs de l’ApoE4 avant la supplémentation (Figure 1.5). De plus, une étude 
a montré que les végétaliens, qui ne consomment pas de DHA ou d’EPA, 
présentent tout de même des concentrations en DHA supérieures à zéro dans leur 
plasma (Sanders et al. 1989).
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Limitations de l’étude.
Le nombre de porteurs de l’ApoE4 était faible, mais l’homogénéité des groupes 
a été démontrée selon plusieurs caractéristiques de base (notamment l’âge, l’IMC 
et différents marqueurs biochimiques). Une autre limitation est que le nombre de 
femmes ayant participé à notre étude était plus important que le nombre d’homme 
(26 vs 14). Cependant il n’y a pas eu d’effet du sexe sur les résultats de 
métabolisme du 13C-DHA. Par ailleurs, la majorité des participants consommaient 
des médicaments, principalement des statines et des antihypertenseurs, ce qui 
peut avoir affecté les résultats de la présente étude. Puisque les statines diminuent 
la production de cholestérol, les concentrations en cholestérol dans les LDL du 
plasma des participants consommant ce médicament devraient être diminuées. 
Ceci a pour effet d’altérer la composition lipidique des lipoprotéines, affectant 
possiblement les concentrations en AG dans les lipoprotéines. De plus, il aurait été 
intéressant d’avoir plus d’information sur la composition lipoprotéique du plasma 
des participants. En effet, les profils d’acides gras ne différaient pas entre les 
porteurs et les non-porteurs de l’ApoE4, mais ces résultats représentent les 
concentrations en acides gras dans les lipides totaux du plasma. Il est possible 
qu’un débalancement dans la composition en acides gras oméga-3 des 
lipoprotéines soit relié à des concentrations différentes de lipoprotéines 
plasmatiques chez les porteurs de l’ApoE4, notamment les VLDL, les LDL et les 
HDL. Ceci pourrait aider à expliquer les différences de métabolisme du 13C-DHA 
entre les porteurs et non-porteurs de l’ApoE4 puisqu’une variation de 
concentrations des transporteurs d’acides gras peut possiblement affecter les 
concentrations d’acides gras dans le plasma. Enfin, puisque le DHA est 
grandement conservé sous sa forme native et que sa p-oxydation s’échelonne sur 
une plus longue période que la plupart des acides gras, il aurait été intéressant de 
collecter plus de points entre le T*6"1® et le 28lème jour. Ceci aurait permis d’obtenir 
une plus grande précision sur les résultats de p-oxydation cumulative, qui ont dû 
être estimés à l’aide d’un seul échantillon d’haleine par semaine entre le 7lème et le 
28ième jour.
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4.2 Conclusion
En conclusion, cette étude montre que les porteurs de PApoE4 présentent des 
concentrations en 13C-DHA dans les lipides totaux de leur plasma moindre que les 
non-porteurs, et ce, suite à la consommation d’une dose unique de 50 mg de 13C- 
DHA. La p-oxydation du 13C-DHA est plus grande chez les porteurs de l’ApoE4 
comparativement aux non-porteurs. Ces résultats montrent donc qu’il y a un 
débalancement dans le métabolisme du 13C-DHA chez les porteurs de l’ApoE4 
lorsqu’ils sont comparés aux non-porteurs. Ceci pourrait expliquer, en partie, 
pourquoi la consommation de poisson ne diminue pas le risque de déclin cognitif 
dans cette population. Il est possible qu’une supplémentation en acides gras 
oméga-3 à long terme et à haute dose puisse renverser ce débalancement. 
L’apport recommandé en acides gras oméga-3 et en poisson devrait possiblement 
être modifié pour les porteurs de l’ApoE4 pour que ceux-ci diminuent leur risque de 
déclin cognitif.
Suite aux analyses des profils d’acides gras dans les lipides totaux du plasma, 
aucune différence significative n’a été notée entre les porteurs et les non-porteurs 
de l’ApoE4. Il est possible que le faible nombre de porteurs de l’ApoE4 explique ce 
résultat.
De plus, l’augmentation des concentrations en 13C-EPA, qui atteint son 
maximum 24 h après la consommation du 13C-DHA, suggère la présence de 
rétroconversion, cependant cette dernière ne serait pas différente entre les 
porteurs de l’ApoE4 et les non-porteurs. Des analyses par spectromètre de masse 
seraient nécessaires afin de confirmer la voie de rétroconversion. Cependant, la 
concentration maximale de 13C-EPA + 13C-DPA + 13C-ALA dans les lipides totaux 
du plasma correspond à environ 1,3% de la concentration maximale en 13C-DHA 
suite à la consommation du 13C-DHA. Ainsi, bien que la présence de 
rétroconversion soit probable, cette dernière est faible et il est difficile de savoir si 
elle est suffisante afin de maintenir des niveaux d’acides gras oméga-3 adéquats 
dans l’organisme.
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Enfin, le métabolisme du 13C-DHA a été comparé entre les hommes et les femmes. 
Aucune différence significative n’a été trouvée entre les deux sexes, que ce soit 
pour les valeurs d’incorporation plasmatique ou pour la p-oxydation du 13C-DHA. 
Les études qui ont montré des différences de métabolisme d’acides gras à longue 
chaîne entre les hommes et les femmes ont associé ces différences aux 
concentrations d’estrogènes, significativement différentes entre les hommes et les 
femmes. Cependant, l’âge moyen des participants (71,7 ± 8 . 8  ans) dans ce projet 
pourrait expliquer l’absence de différence significative entre les hommes et les 
femmes. En effet, toutes les femmes incluses dans ce projet étaient post- 
ménauposées.
4.3 Perspectives
Les résultats de cette étude montrent un débalancement du métabolisme du 
13C-DHA chez les porteurs de l’ApoE4. Ce dérèglement altère l’homéostasie du 
DHA et pourrait causer une diminution dans les concentrations cérébrales en DHA 
chez les porteurs de l’ApoE4. La littérature montre que les porteurs de l’ApoE4 
présentent des déficits métaboliques dans plusieurs régions du cerveau et ces 
déficits sont aussi retrouvés chez des porteurs de l’ApoE4 âgés entre 20 et 40 ans 
(Reiman et al. 2004). Si cette population présente des anomalies précliniques de la 
MA à un si jeune âge, il est essentiel d’utiliser des stratégies de prévention visant à 
diminuer le risque de déclin cognitif chez ces gens.
Les résultats de ce mémoire montrent la première partie d’une étude dans 
laquelle les participants ont été supplémentés en acides gras oméga-3 après 
l’étude du traceur 13C-DHA. Un total de 3,2 g/j de EPA + DHA ont été administrés 
oralement aux participants pendant 5 mois. Au début du cinquième mois, le 
métabolisme du 13C-DHA a été suivi à nouveau sur une période de 28 j à l’aide 
d’échantillons de plasma et d’haleine. De plus, des tests cognitifs ont été réalisés 
avant et lors du dernier mois de la supplémentation. Ce projet permettra de mieux 
comprendre l’effet d’une supplémentation en acides gras oméga-3 sur le
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métabolisme du 13C-DHA et sur la cognition en comparant les porteurs et les non- 
porteurs de l’ApoE4. Cette étude permettra possiblement d’évaluer si une 
supplémentation en acides gras oméga-3 peut affecter le débalancement dans le 
métabolisme du 13C-DHA chez les porteurs de l’ApoE4.
Une autre étude réalisée par la professeur Mélanie Plourde chez des 
participants âgés entre 20 et 35 ans a débuté. Cent participants seront recrutés et 
une supplémentation en acides gras oméga-3 d’un mois sera administrée. Un total 
de 1,6 g/j de EPA + DHA sera administré oralement. Les participants seront 
séparés selon leur génotype de l’ApoE et les concentrations en acides gras 
oméga-3 dans les lipoprotéines seront analysées à chaque semaine pour 
permettre d’évaluer l’effet du polymorphisme de l’ApoE4 sur la distribution de l’EPA 
et du DHA dans les lipoprotéines du plasma. Ainsi, ce projet permettra de mieux 
comprendre l’effet du polymorphisme de l’ApoE4 sur les compositions en acides 
gras des lipoprotéines, et ce, avant et après une supplémentation en EPA + DHA. 
Les concentrations de l’ApoE seront aussi analysées dans les différentes 
lipoprotéines du plasma afin d’évaluer l’effet du génotype de l’ApoE sur les 
concentrations en ApoE.
Enfin, l’utilisation de souris transgéniques « knock-in » pour l’ApoE4, l’ApoE3 
ou l’ApoE2 humain permettrait de mieux comprendre les différences de 
métabolisme du DHA entre les porteurs et les non-porteurs de l’ApoE4. Les souris 
porteuses de l’ApoE4 humain seront soumises à une diète contrôle ou riche en 
gras ou riche en acides gras oméga-3 pour une période de 4 ou 15 mois (n = 
10/groupe) et seront comparés à des souris porteuses de l’ApoE2 humain ou de 
l’ApoE3 humain qui recevront elles aussi les trois types de diètes. Ainsi, un total de 
30 souris sera utilisé par type de diète, par durée de la diète et par génotype. Des 
tissus cérébraux seront prélevés chez ces souris pour obtenir plus de données sur 
les concentrations en DHA dans le cerveau, et ce, en fonction du génotype de 
l’ApoE et de la diète administrée. Les concentrations en ApoE dans le plasma et 
dans le cerveau des souris seront aussi analysées. De plus, des tests cognitifs
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seront réalisés sur ces souris afin de vérifier si les niveaux de DHA dans le 
cerveau corrèlent avec la cognition des souris. Ce projet permettra donc d’évaluer 
l’effet du génotype de l’ApoE, de l’âge et de la diète sur la cognition et les 
concentrations de ApoE et de DHA dans divers tissus.
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